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Resumen

La conservacion de la pitahaya amarilla durante el almacenamiento y transporte la vuelve
susceptible a enfermedades fungicas, lo que conlleva al uso no controlado de fungicidas lo cual
genera residuos en los alimentos y provocan intoxicaciones. En el presente estudio se propone
formular un biorecubrimiento antifngico a partir de un extracto y residuo agroindustrial para la
preservacion de sus propiedades organolépticas en frutos pitahaya postcosecha. Mediante
maceracion y destilacion se obtuvieron los extractos y residuos; evaluandolos in vitro frente a
Collectotrichum musae y Lasiodiplodia theobromae; y se aplicé un disefio central compuesto para
la combinacién optima de esta mezcla. El extracto Sapindaceae a 1 mg/mL inhibi6 en un 52.27%
el Collectotrichum musae, y el residuo Lamiaceae al 20% en un 100% ambos fitopatdgenos. La
metodologia de respuesta se emple6 para obtener la combinacion exacta de estos componentes
para su elaboracion del biorecubrimiento y posterior evaluacion in vivo. Los datos mostraron una
mejora en las propiedades del fruto, reduciendo en un 52.27% la pérdida de peso, un 22.58% la
velocidad de maduracion y un 41.67% la incidencia de la enfermedad en comparacion al control
negativo. Estos resultados respaldan a este biorecubrimiento como una alternativa sostenible y
eco-amigable en comparacion con metodos convencionales.

Palabras Clave: Extraccion, fitopatdgenos, inhibicion y biorecubrimiento.



Abstract

The conservation of the yellow pitahaya during storage and transport becomes
susceptible to fungal diseases, which leads to the uncontrolled use of fungicides, which generates
residues in food and causes poisoning. In the present study, it is proposed to formulate an
antifungal biocoating from an extract and agroindustrial residue for the preservation of its
organoleptic properties in postharvest pitahaya fruits. Extracts and residues were obtained by
maceration and distillation; evaluating them in vitro against Collectotrichum musae and
Lasiodiplodia theobromae; and a central composite design was applied for the optimal
combination of this mixture. The Sapindaceae extract at 1 mg/mL inhibited Collectotrichum
musae by 52.27%, and the Lamiaceae residue at 20% inhibited both phytopathogens by 100%.
The response methodology was used to obtain the exact combination of these components for the
preparation of the biocoating and subsequent in vivo evaluation. The data showed an
improvement in the properties of the fruit, reducing weight loss by 52.27%, ripening speed by
22.58% and disease incidence by 41.67% compared to the negative control. These results
support this biocoating as a sustainable and eco-friendly alternative compared to conventional
methods.

Keywords: Extraction, phytopathogens, inhibition and biocoating.
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Capitulo 1



1. Introduccion

La pitahaya es una fruta tropical exotica que posee actividades bioldgicas potenciales
ya que presentan componentes bioactivos (Al-Mekhlafi et al., 2021). En el Ecuador, la
produccion de pitahaya es de gran importancia, las primeras exportaciones se realizaron en el
2014 en pequefios volumenes, llegando a un punto de inflexidén en 2017 por su apertura en el
mercado estadounidense (PRO ECUADOR, 2016). En el pais se cultiva en un 90% pitahaya
amarilla y en un 10% la roja, siendo la primera (Selenicereus sp.) de mayor demanda debido
a su sabor, calidad y propiedades nutracéuticas (Ascencio Bricio, 2020; Cérdova Ofiate &
Castro Arteaga, 2022). Anualmente, mas de 23.000 toneladas son exportadas, siendo
cultivadas en mas de 3 mil hectareas, convirtiéndonos en uno de los mayores exportadores
(Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2023).

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia en el 2021 la pitahaya en conjunto
con otras frutas contribuy6 con el 0.5% al Valor Agregado Bruto (VAB) Agropecuario,
siendo de gran influencia para el PBI del pais (Arias Inca et al., 2021); y el 0.6% en las
exportaciones no petroleras, data que la ubica como la segunda fruta de exportacion despues
del banano. Sin embargo, la produccion enfrenta desafios debido a la susceptibilidad de
contraer enfermedades en el almacenamiento y transporte, lo que implica grandes pérdidas
(Lozada et al., 2022). La antracnosis y la muerte regresiva son unas de las mas conocidas
causadas por los hongos Collectotrichum musae y Lasiodiplodia theobromae (Vargas et al.,
2020).

Para el control de estas enfermedades los productores utilizan productos que son en
un 77% quimicos y un 23% organicos (Ruiz Agila, 2022). Ademas, se realiza tratamiento de
desinfeccion postcosecha con hipoclorito de sodio y agua; y, para para conservar el valor
nutricional del producto su almacenamiento en frio, procesos que causan alteraciones

fisiologicas no favorecedoras para el mercado (Verona-Ruiz et al., 2020). Adicional, también



emplean tratamientos en agua caliente, el cual si reduce la lesion, pero genera pequefios
cambios en la calidad de la fruta (Morillo Coronado et al., 2022). Por lo que se realiza la
busqueda de nuevas alternativas naturales, inocuas y amigables con el ambiente como lo es el

uso de biorecubrimiento comestibles a base de extractos naturales.
1.1 Descripcién del problema

La presencia de enfermedades fungicas en los cultivos de pitahaya ocasiona pérdidas
en produccion del 30% y econdmicas del 44% en paises en via de desarrollo (Valencia-Botin
et al., 2013; Vasquez et al., 2016). Un estudio realizado sobre de la pérdida postcosecha en
dos variedades de pitahaya dio como resultado que el 1.5% se descarta debido al mal manejo
y a las condiciones climaticas (Vasquez et al., 2016).

La antracnosis es una enfermedad perjudicial que afecta la planta y el fruto siendo un
factor que limita el desarrollo del cultivo. Esta se presenta como manchas circulares de color
amarillo palido en el tallo y manchas de color café rojizo en el centro (Vargas et al., 2020).
Se expande desde base del fruto y en casos avanzados se puede visibilizar la estructura del
hongo Collectotrichum musae. La presencia de la Lasiodiplodia theobromae en los cultivos
causa cancrosis del tallo y ramas, pudricién e incluso la muerte de la planta (Yumbla Crespo,
2022). Estas enfermedades disminuyen el rendimiento de la produccion, debido a los costos y
a las pérdidas ocasionadas, afectando la calidad y limitando la comercializacion dentro y
fuera del pais (Bello et al., 2022).

En la actualidad, el método mas convencional para el control de estas enfermedades y
evitar pérdidas de cultivo es el uso de fungicidas sintéticos como el benzimidazol,
tiabendazol, imazalil y tebuconazole (Vilaplana et al., 2017). El uso excesivo de estos
quimicos genera residuos provocando riesgos que ademas comprometen la sostenibilidad de
los sistemas agricolas (Bello et al., 2022), y una gran preocupacion en la salud publica, dado

a que en altas concentraciones provocan intoxicaciones (Verona-Ruiz et al., 2020).



1.2 Justificacion

Como se ha mencionado, el uso de fungicidas en los sistemas agricolas genera
residuales en los alimentos amenazando la inocuidad alimentaria. En este sentido, las
autoridades de Seguridad Alimentaria de la Union Europea (EFSA, por sus siglas en inglés)
en el 2021, publicaron una tabla con data alarmante en donde el 3.9% de las muestras
analizadas contenian residuos que excedian sus respectivos limites maximos (Carrasco
Cabrera et al., 2023). Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de Salud (OMS) y la
Organizacion Panamericana de la salud (OPS), cada afio las intoxicaciones agudas causadas
por los plaguicidas ocurren alrededor de 3 millones de veces, de las cuales 220 mil
aproximadamente son casos de mortalidad. Por lo tanto, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) en conjunto con la Union Europea
incentivan la minimizacion de estos productos por sus riesgos asociados (Yagual et al., 2023).

Como se conoce, la agricultura enfrenta serios desafios de sostenibilidad, causados
por la dependencia de insumos quimicos, seguido de los mercados exigentes, que a través de
organismos reguladores hacen cumplir estdndares de produccion especificos. Esto incentiva
al fortalecimiento de alternativas mas sostenibles como el desarrollo de productos que
incluyan extractos vegetales con propiedades antiflngicas (Bullor et al., 2023).

Por otro lado, la agroindustria ecuatoriana es un sector de participacion econdémica
fundamental, que a medida que crece también los hacen los residuos de su produccion y que
representan una fuente de compuestos bioactivos como polifenoles, vitaminas y pectinas que
a falta de investigaciones no son aprovechados (Idrovo-Novillo et al., 2018).

La implementacion de biorecubrimientos comestibles en los ultimos afios ha
alcanzado avances y aplicaciones importantes. Estos forman una barrera semipermeable que
permite reducir la pérdida de agua y de soluto, retardar los cambios quimicos, y controlar el

intercambio de gases como el 02 y CO2, parametros que influyen en la estabilidad quimica y



microbiologica del alimento (Solano-Doblado et al., 2018). En la actualidad, la adicion de
extractos vegetales y residuos agroindustriales a los biorecubrimientos es de gran interés,
debido a la gran variedad de sustancias naturales que han demostrado su actividad bioldgica
para la conservacion de los alimentos (Kola & Carvalho, 2023; Nunes et al., 2023).

Existen reportes de que el extracto de Sapindaceae posee una eficacia antifingica en
contra de la antracnosis (Gasca et al., 2020; Passos Marinho et al., 2018). En el caso de
residuo Lamiaceae los estudios de (Duarte Pasaguay et al., 2022; Pilozo Muentes, 2023), en
contra de la pudricién de la fruta . De acuerdo, con investigaciones el extracto crudo de
rizoma de cdrcuma, dukung anak y jengibre también tiene la efectividad contra de la
antracnosis en la pitahaya.

Esta propuesta presenta una alternativa potencial de reducir la dependencia a los
productos quimicos, dando un enfoque mas sostenible que contribuye eficazmente al
ambiente, la salud pablica y al cumplimiento de la demanda de produccién. Ademas de
proporcionarle un valor agregado al producto, generando competitividad y dando acceso a

mercados internacionales (Mufioz Vera & Tapia Buiiay, 2022).
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Formular un biorecubrimiento a base de extractos naturales y residuos
agroindustriales para la mejora de las propiedades organolépticas de la Pitahaya amarilla

“Selenicereus sp.” en periodo postcosecha.
1.3.2 Objetivos especificos

o Comparar la eficiencia de los métodos de extraccidn hidroalcohdlica y maceracion del

pericarpio del fruto de Sapindaceae en términos de rendimiento y efectividad antifangica.



o Determinar la combinacion 6ptima del extracto y residuo agroindustrial que exhiba
actividad antifungica frente a fitopatdgenos utilizando un disefio central compuesto.

o Valorar la eficiencia del biorecubrimiento en la preservacion de la fruta postcosecha.
1.4 Marco tebrico
1.4.1 Pitahaya

La pitahaya (Selenicereus sp.) es una fruta tropical, se distribuye de manera amplia en
mercados dentro de América, estos productos incluso estan presentes en el continente
Asiatico (Huachi et al., 2015). Se caracteriza por su corteza de color amarillo con espinas y
una pulpa blanca y aromatica con pequefias semillas negras (Sena et al., 2014). En el ambito
nutricional es una fuente de antioxidantes naturales, mucilagos, acido ascorbico, fenoles,
vitamina del grupo B y C. Es rica en minerales como calcio, fosforo, hierro, tiene alto
contenido en agua y posee proteina vegetal y fibra soluble (Cardoso, 2023).

Los agentes causales que afectan la producciédn de la pitahaya en su mayoria son los
hongos, tanto en precosecha y postcosecha, y como consecuencia podredumbre, cicatrices en
la corteza y manchas marrones. Entre los principales patdgenos que afectan la pitahaya estan
(Balendres & Bengoa, 2019; Oeurn et al., 2015):

e Alternaria alternata

Lasiodiplodia theobromae

e Phomopsis sp. Bipolaris cactivora

e Fusarium spp.

Neoscytalidium dimidiatum

e Collectotrichum spp.

Cladosporium cucumerinum

1.4.2 Sapindaceae

Sapindus es un generd de arbustos y arboles pequefios perteneciente a la familia
Sapindaceae, esta comprendido de tres especies una americana Sapindaceae y dos asiaticas

Sapindus mukorossi y Sapindus trifoliatus (Abreu, 2005).



El Sapindus saponaria es también conocida como jaboncillo occidental, fruta de sabao y
saboneteiro, dependiendo de la regidn de cosecha. En estudios realizados acerca de las
actividades fotoquimicas y bioldgicas, se han identificado que posee una gran cantidad de
compuestos como flavonoides, fenoles, acidos grasos y saponinas. Esta Ultima es el grupo activo
considerado responsable de los efectos bioldgicos que se han observado, tanto en experimentos
in vitro e in vivo demostrando propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antinflamatorias y
espermicidas (Goyal, 2014).

La Tabla 1.1 detalla el empleo de género Sapindaceae, destacando su contribucién en la
extraccion de compuestos bioactivos. Este enfoque ha sido fundamental, resaltando asi la

importancia de este recurso natural en la sintesis de compuestos beneficiosos para distintas areas.

Figural.l

Partes del arbol de la familia Sapindaceae

e “kv." to oS _: T

Nota. (A) Flores, (B) Fruto verde, (Universidad EIA, 2022), y (C) Fruto maduro, (D) Semilla
Tabla 1.1

Empleo del Sapindaceae en sintesis de compuestos

Elemento Método de extraccién Funcién Referencias
Pericarpio Maceracion en etanol 1:6 (p/v) Bioplaguicida  (Gasca et al., 2020)
Hidroalcohdlica asistida por (Bezerraetal.,
Pericarpio Biosurfactante
ultrasonido en 50% etanol 1:6 (p/v) 2021)




Mezcla de 100 g de hojas en 1000 mL

Hojas
de agua
Maceracion en agua:etanol en
Hojas
proporcion 1:3 por 7 dias
Percolacion con etanol durante 72
Tallo

horas

Potencial

(Grisi et al., 2012)

alelopatico
(Passos Marinho et
Bioplaguicida
al., 2018)
Potencial (Fernandes et al.,
larvicida 2005)

La Tabla 1.2 detalla la actividad antifangica de la familia Sapindaceae en diversas

aplicaciones, mostrando su efectividad en contra de hongos fitopatdgenos que causan

enfermedades en diversos cultivos.

Tabla 1.2

Actividad antifingica del extracto de Sapindaceae

Meétodo de
Elemento Técnica Inhibicion Referencias
extraccion
Maceracion en  Difusién en disco 14.18 £ 1.44 mm (Gascaetal.,
Pericarpio
etanol 1:6 (p/v) de Kirby-Bauer contra C. musae 2020)
Significativa
Mezcla de 100 g
Echinochloa crus- (Grisi et al.,
Hojas de hojas en 1000  Difusién en agar
galli y Ipomoea 2012)
mL de agua
grandifolia
Maceracion en
80% de inhibicién
agua:etanol en (Passos Marinho
Hojas Medio inhibido contra C.
etal., 2018)

proporcién 1:3

por 7 dias

gloeosporioides




99% de inhibicion
Maceracion en (Fernandes et al.,
Tallo Papel filtro contra B.
etanol al 100% 2005)
microplus

1.4.3 Residuo de Lamiaceae y orégano

Las especies de la familia Lamiaceae son consideradas como planta medicinal por sus
propiedades bioldgicas y farmacoldgicas, que incluyen actividades antinflamatorias y
antimicrobianas (Alcivar Bazurto et al., 2021). En cuanto al residuo de Lamiaceae posee
compuestos como el timol y carvacrol, en menor concentracion que los aceites esenciales, pero
efectivos contra fitopatdgenos (Duarte Pasaguay et al., 2022; Pabon-Montoya et al., 2024). En
cambio, el orégano es utilizado en la elaboracién de cosméticos, farmacos y licores (Arcila-
Lozano et al., 2004). El cuanto al residuo de orégano (Oreganum vulgare) conserva compuestos
volatiles y solubles en agua, posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas, demostrando ser
efectivo en la disminucién de microorganismos como estafilococos y enterobacterias (Garcia
Angeles et al., 2022). Su uso en la agricultura ofrece una alternativa mas segura para combatir
enfermedades fangicas, aunque requiere determinar concentraciones Optimas para maximizar su

eficacia.
Figura 1.2

Lamiaceae y Orégano




Nota. (A) Planta de Lamiaceae y (B) Planta de orégano, Tomado de (Burke, 2021; Gimeno,
2008)

Tabla 1.3

Actividad antifangica de los residuos

Compuesto activo

Técnica

Inhibicion

Referencias

Residuo de
Lamiaceae al 5%
(VIv)
Residuo de orégano al
5% (v/v)
Residuo de
Lamiaceae al 50%
(V/v)
Residuo de orégano al

50% (v/v)

Medio envenenado

Medio envenenado

Medio envenenado

Medio envenenado

42.1 + 1.2 mm contra

Collectotrichum sp.

41.9 + 1.3 mm contra

Collectotrichum sp

100% de inhibicion

contra L. theobromae

21.05% de inhibicién

contra L. theobromae

(Pabon-Montoya et

al., 2024)

(Pabon-Montoya et

al., 2024)

(Duarte Pasaguay et

al., 2022)

(Duarte Pasaguay et

al., 2022)

1.4.4 Biorecubrimientos comestibles

Los biorecubrimientos son una capa delgada que se crea alrededor del alimentos

mediante el uso del método de inmersion en una solucién especial (Torrenegra et al., 2017). Se

conocen también como biopeliculas, estos prolongan la vida Gtil de frutas en el periodo

postcosecha. Poseen caracteristicas organolépticas y nutricionales, estdn compuesto por

polisacaridos, proteinas, lipidos o una combinacién de ellos. La adicion de agentes microbianos

0 antioxidantes mejora su potencial (Aguilar-Duran et al., 2020).
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1.4.4.1 Quitosano. El quitosano es uno de los polisacaridos mas utilizados debido a su
alta actividad antimicrobiana, biodegradabilidad y perfil no téxico. Esta constituido por unidades

de N-acetil D-glucosamina y D-glucosamina, obtenido de la desacetilacidn parcial de la quitina.

Es un polimero catiénico natural que permite la produccién de estructuras multicapa formando

biopeliculas. Puede actuar como un portador de sustancias bioactivas como compuestos

polifendlicos, aceites esenciales o extractos vegetales para el desarrollo de nuevos materiales con

propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Mufioz-Tebar et al., 2023).

1.4.4.2 Gelatina. La gelatina es una proteina soluble en agua, que tiene una amplia

capacidad de formacion de peliculas, flexibilidad, biodegradabilidad y barrera contra los gases.

Es utilizado como material para la elaboracion de envasado de alimentos. Sin embargo, se

mezcla con otros compuestos debido a que las peliculas suelen ser débiles y deformables (Pham

etal., 2023).

Tablal1l.4

Peliculas a base de quitosano y agar que han sido reportados

Compuesto
Proporciones Preparacion Resultados Referencias
bioactivo
Agitacion constante Mejora significativa
2% CH, 1% AA,
Aceites durante la de la actividad
2% gelatina, (Roy et al.,
esenciales preparacion y secar a antioxidante de las
30% glicerol y 2023)
(AE) 25 °C durante 48 peliculas, aplicaciones
2% AE
horas en envasado activo
2% (p/v) CH, Mejora las
Extracto de Agitacion continua a (Kanetal.,
1% (viv) AA, propiedades
fruta de 50°C durante 1 hora 2019)
2% (p/v) mecanicas, de
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espino chino  gelatina, 30%

(EC) glicerol y 2% EC

1% CH (p/v),

Aceite de
1% AA, 1% A
Tomillo
(pV)y 1% AT
(AT)
(v/v)
2% (p/v) CH,
1.5% (p/v)
glicerol, 2%
Aceite de
(p/v) CaCly, 1%
canela (EC)

(p/v) Aas, 1%
(p/v) AC,y 0.6%

(v/v) EC.

y secar durante 48

horas

Casting

Casting

barrera'y
antioxidantes de las
peliculas
Redujo la pérdida de
frutos y tuvo un
mayor efecto

(Madera-Santana
fungistatico en el

et al., 2023)
control de hongos en
postcosecha en el
aguacate “Hass”
Efecto inhibitorio en
contra del (Sarengaowa et
Staphylococcus al., 2022)

aureus

Nota. CH: quitosano, AA: acido acético, A: agar, Aas: acido ascorbico, AC: acido citrico y

CaCly: cloruro de calcio alimentario.
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2. Metodologia

En la Figura 2.1 se muestra la ruta de trabajo, la cual se inicia con la revision bibliografica de los puntos méas importantes del proyecto,
seguido de la metodologia divida en tres secciones: 1. Comparacion de los métodos de extraccion para un mayor rendimiento y efectividad

antifangica; 2. El disefio de mezcla indicando la combinacion 6ptima del extracto y residuo mediante pruebas in vitro, y 3. La preparacion y

evaluacioén in vivo de los biorecubrimientos.

Flgura 21 Agitacion Rotavaporar
(72h - 25°C) (120RPM - 50°C)
Ruta de trabajo g Maceracién Rl
X durante 72 h 6 Py f
§ (Gasca et al., i '_,9 e
2020) - ,E Fiirs
OEl: E Filtracién XAEACLOS
G ° Ultrasonido v Y5
Comparacion de los (E0imin) Centrifugacion
2 ! min . i s mere e
metodo§ 'de Hidroalcohélica (4500RPM - 15 min) Liofilizaciéon
extraceion a asistida por — il (24~h)
g Emm | < : ! Lo !
= ultrasonido -~ - _-,,_lév & ;
g (Bezezr(;‘;let al., i,;,_., ) ~ % é . ' _; E ‘u
) sx_ e - ; ) Extractos
Agitaciéon Filtiacicn Rotavaporar
(24h -50°C) (120RPM - 50°C)
o P mm
) OEj 2 o L. theobromae DO i -
Combinacion éptima G iniisas 7 i A )
de la mezcla por oMI ma [
DCC i T
Difusién en Medio (Protocolos del L Pruebas Formulacion
pozos de agar envenenado CIBE) Diseiio de mezcla - antifangicas de las 6ptima
bec mezclas
3 | (Balseca Pachar &
Vargas Rumazo,
O.E 3z ) it . " . - 2024)
Evaluacioén in vivo Extractos Residuo Quitosano Gelatina Glicerina  Biorecubrimiento
@ 5w (Al et al., 2013;
Inmersién | W . Bordoh et al., 2020)
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2.1 Revision bibliogréfica

La revision de articulos cientificos de biorecubrimientos en diversas frutas para su
conservacion permitio elegir aquellos que beneficien la preservacion de la calidad del
producto. Para ello, se tomd en consideracion los métodos de extraccion, la actividad
antifangica en contra de fitopatdgenos, los componentes de los biorecubrimientos, las
técnicas aplicadas y el efecto in vivo. Multiples de los articulos revisados incluian la
incorporacion de aceites esenciales en los biorecubrimientos por sus propiedades antifingicas
y como métodos alternos de proteccion. Sin embargo, eran escasos los que incluian extractos
vegetales como el Sapindus saponaria e hidrolato de tomillo. En este estudio, se propone su

evaluacion en contra de las enfermedades a las que esta expuesta la pitahaya en el Ecuador.
2.2 Preparacion de la materia prima vegetal

El fruto del Sapindus saponaria fue secado en una estufa de recirculacion de aire a
55°C durante 6 horas. Se separé el pericarpio de la semilla y fue procesado en un molino. Se

granuld la masa y se procedio al pesado. Esto se almaceno en el desecador hasta su uso.
2.3 Disefio experimental de los procesos utilizados

Tabla 2.1

Diserio experimental de los procesos utilizados

Proceso Método # Réplicas

Maceracion
(Gasca et al., 2020)
Extraccion 4
Hidroalcohdlica asistida por ultrasonido
(Bezerra et al., 2021)

Pruebas antifingicas Difusion en pozos de agar 4
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Medio envenenado

Disefio de mezcla Medio envenenado

DPPH - FRAP - TPC
Perfil antioxidante
(Pilozo et al., 2024; Viteri et al., 2021)

%PP - Color — ID
Propiedades fisicas de la
(ABUGHRIN et al., 2022; Ali et al., 2013;
pitahaya
Osuna Enciso et al., 2011)

3
5 excepto el
punto
central el
cual se
replicé 8

VECES

4 (cada 7
dias). La ID
cada 14

dias.

2.4 Meétodos de extraccion

El extracto de Sapindus saponaria se obtuvo mediante la aplicacién de los siguientes

procesos de extraccion como la maceracion y la extraccion hidroalcohdlica asistida por

ultrasonido. Se realizaron los procesos por cuadriplicado para la repetibilidad de los datos.

2.4.1 Maceracion

Para este primer proceso se siguid la metodologia propuesta por (Gasca et al., 2020)

con ciertas modificaciones. La materia vegetal se macero con etanol al 100% en proporcién

1:6 (pericarpio: solvente) durante 72 horas con agitacion constante a 110 RPM y temperatura

ambiente. Luego, se filtro utilizando la filtracion por gravedad con papel filtro y se procedié a

la eliminacion del solvente utilizando el rotavapor a 50 °C y 120 RPM. Finalmente, el



extracto purificado obtenido fue diluido y almacenado en frascos ambar a 4°C. Tal como se

muestra en la Figura 2.2.
Figura 2.2

Extracto de Sapindaceae -Maceracion

Nota. A) Maceracién y B) Extractos

2.4.2 Extraccion hidroalcoholica asistida por ultrasonido

Para este segundo proceso, se utilizo la metodologia propuesta por (Bezerra et al.,
2021) con algunas modificaciones en la proporcién y velocidad de agitacion. La materia
vegetal fue macerada con etanol al 50% en proporcion 1:6 (pericarpio: solvente) bajo
agitacion durante 24 horas a 50 °C y 110 RPM. Luego, fue sometida a un bafio ultrasénico
durante 30 minutos, se filtr por gravedad con papel filtro y fue centrifugada durante 10
minutos a 4500 RPM. Se recuperd el solvente alcohdlico utilizando el rotavapor a 50 °C y
120 RPM vy para el acuoso se liofiliz6 durante 48 horas. Finalmente, se diluy0 y se almacend

en frascos ambar a 4 °C. Tal como se muestra en la Figura 2.3.

Figura 2.3

Extracto de Sapindaceae - Hidroalcoholica asistida por ultrasonido

Nota. A) Hidroalcohdlica y B) Extractos



2.5 Obtencion del residuo agroindustrial residuo de Lamiaceae y orégano

Los residuos agroindustriales utilizados fueron obtenidos en proyectos previos del
CIBE en el afio 2022 y enero 2024, en temporada seca. Ademas, se hizo una nueva
destilacion de Lamiaceae en el mes de mayo del 2024 aplicando la metodologia propuesta
por (Duarte Pasaguay et al., 2022; Muzzio Villafuerte et al., 2021). En este se utilizd 7 Ib de
Lamiaceae y 10 L de agua en una olla de destilacion, la recoleccion y separacién del aceite
con el hidrolato se la realiz6 usando un embudo de decantacién. El tiempo aproximado del

proceso fue de 2 horas. Se almacend en botellas de plastico y se congel6 hasta su uso.

Figura 2.4

Residuos agroindustriales utilizados en las pruebas antifingicas

Nota. A) Residuos proporcionados por el CIBE y B) Destilacion y obtencion del residuo de

Lamiaceae.

2.6 Actividad antifungica in vitro
2.6.1 Preparacion de medios de cultivo

El medio papa dextrosa y agar (PDA) fue elegido por ser altamente nutritivo, permitir
esporulacion y produccién de pigmentos. Se prepard acorde a las instrucciones del fabricante,
aplicando 39 g de PDA en 1000 mL de agua destilada y autoclavado durante 1 hora con 15
min para su esterilizacion. Posterior a esto, se envia a la estufa a 70°C. La distribucion del
medio se lo realiza vertiendo 15 mL/caja. La preparacion se repitié para cada evaluacion

antifungica.



2.6.2 Actividad antifungica in vitro de extractos y residuos agroindustriales

Los extractos de Sapindaceae y el residuo de Lamiaceae fueron evaluados en contra
de los fitopatogenos Collectotrichum musae y Lasiodiplodia theobromae. El primer método
empleado fue el de difusion en pozos de agar, el cual consiste en perforar asépticamente
orificios de 5 mm en el medio de cultivo con ayuda de un perforador de corcho estéril
(Balouiri et al., 2016). Se realizaron cuatro perforaciones en cada pocillo se depositd un
volumen de 30 pl del extracto de Sapindaceae con una concentracion de 0.2, 1,5y 10
mg/mL. Para el caso de los residuos se colocé la maxima concentracion y se inocularon los
fitopatogenos.

El segundo método empleado fue el medio envenenado aplicado solo para el residuo
de Lamiaceae en el control de ambos fitopatdégenos. Este consiste en introducir una cantidad
de volumen del residuo en el medio ya esterilizado antes de la solidificacion (Erhonyota et
al., 2023). En este caso, el medio contenia un 20, 25 y 50% del residuo, posterior a su
solidificacion se inocularon los fitopatdgenos. Las pruebas se incubaron a 27°C durante tres a
siete dias.

Una vez verificada la actividad antiflngica del extracto de Sapindaceae, se buscé cual
era su concentracion minima inhibitoria (CMI), por lo que se evalu6 1 mg/mL en medio
envenenado. Lo mencionado, fue aplicado a las réplicas del método que presentd los mejores
resultados. Como control positivo se utilizé Tunic (0.05% v/v), y como control negativo, el
solvente de extraccion. Los datos del crecimiento obtenidos fueron medidos mediante el

programa de ImageJ.
2.7 Disefio de mezcla

Mediante un disefio experimental de mezcla se obtienen las combinaciones

necesarias, las cuales fueron evaluada in vitro con el fin de conocer su eficiencia en la



inhibicion de los fitopatdgenos de estudio y tratar estos resultados estadisticamente para

obtener la combinacion 6ptima entre el extracto y residuo.
2.7.1 Metodologia de superficie de respuesta

Se utiliz6 debido a su capacidad para modelar y analizar el problema. En este estudio,
la variable de respuesta de interés fue el porcentaje de inhibicion del crecimiento de los
fitopatdgenos, el cual se vio influenciado por las variables de extracto de Sapindus saponaria
y el hidrolato de tomillo, esto busca la optimizacidn de estos resultados. Por lo que, se debe
encontrar una aproximacion adecuada. De acuerdo con el valor obtenido del coeficiente de
determinacion o indice de bondad de ajuste R?, se aplicé el modelo que mas se ajustaba a la
respuesta. En este caso, un modelo de segundo orden por la presencia de curvatura. Para ello,
se empled un disefio con la capacidad de ajustarse a diversas superficies (Montgomery,
2013).

“Funcion de primer orden”:
Yy =Bo+ Bixy + Poxy + o+ Prxy + € (2.1)

“Funcién de segundo orden”:
Y = Bo + Xiy Bixi + Xiey Bux? + Vi X Bijxix; + € (2.2)
2.7.2 Disefo central compuesto (DCC)

Se aplico este disefio, por su capacidad de ajustar superficies de respuesta de segundo
orden. Este consistio en una factorial 2% con corridas factoriales nf, corridas axiales o en
estrella 2k y corridas centrales nc, representado graficamente en la Figura 2.5. Se especificd
la distancia de los ejes axiales desde el centro y el nimero de puntos centrales (Menéndez et
al., 2008; Montgomery, 2013). Posee ortogonalidad, rotabilidad y uniformidad. El disefio
rotable le proporciono igual precision de estimacion en todas las direcciones. Se logré la

rotacion mediante la eleccion del a, el cual dependia del nimero de puntos en la porcion



factorial. Se recomendé realizar de tres a cinco corridas por combinacion. (Carmona

Gallegos, 2008; Montgomery, 2013)

“Constante alfa codificada, representada por”:

1
a= (nf)4 (2.3)
“Obtencion de los puntos axiales del disefio, mediante™:

Maximo—Minimo

Axiales = 5 a+C, (2.4)
Figura 2.5
Disefio central compuesto para dos factores
k=2 X,
? (ocma.x' Cz]

(Xl,min: Xz‘méx)

- » X

(Cli O(min)’\ (Cl CZ) /" (C].- Ocmé.x‘)

(X1 mins X2.min) \‘/ (X1 maxer X2.min)

3 %, €2)

Este disefio consistié en dos componentes o factores, k=2: el extracto de Sapindus
saponaria y el residuo agroindustrial que fue el hidrolato de tomillo. Debido a esto, el valor
del o= 1.4142, de acuerdo con constantes ya tabuladas. Esto se comprobé sustituyendo los
valores en la ecuacién 2.3. En la Tabla 2.2, se muestra que los puntos centrales utilizados
fueron las concentraciones minimas inhibitorias que se obtuvieron en las pruebas antifungicas
individuales de los fitopatdgenos. Como valores maximos y minimos de cada componente se
planted para el extracto de Sapindaceae un rango de + 0.05 mg/mL y para el residuo de

Lamiaceae uno de + 5 %.

Tabla 2.2

Datos empleados el disefio central compuesto



Residuo de Lamiaceae

Componentes Extracto de Sapindaceae (mg/mL)
(%)
Limite mé&ximo 15 25
Punto central 1 20
Limite minimo 0.5 15

En la Figura 2.5 se observa cuatro puntos axiales, uno central y cuatro relacionados
con los limites altos y bajos de cada componente, lo que resulta en un total de nueve
combinaciones. Reemplazando los datos de la Tabla 2.2 y la constante o en la ecuacion 2.4,
se obtuvieron los valores de la Tabla 2.3. Las combinaciones se denominaron de la A hasta la
| y se la evalud contra la Lasiodiplodia theobromae, considerado el fitopatdgeno mas fuerte.
Con el objetivo de recopilar més datos, se realizaron cinco repeticiones de cada mezcla y

luego se analizaron con el software R para determinar la combinacion 6ptima.

Tabla 2.3

Puntos axiales del disefio central compuesto

Alfa codificada Axiales maximos Axiales minimos
1,414 27,07 0,1707
-1,414 12,93 0,0293

2.8 Perfil antioxidante
2.8.1 DPPH- Actividad antioxidante

La capacidad de remover el radical DPPH se determiné con el procedimiento descrito
por (Pilozo et al., 2024; Viteri et al., 2021). Se mezcld 50 pL de la muestra con 150 pL de
una solucion de DPPH (0.156mM) disuelta en metanol. Se incub6 en la oscuridad durante 30
minutos a temperatura ambiente. Luego, se midid la absorbancia a 517 nm en el lector de

microplacas (Cytation™ 5, BioTek). Se levant una curva de calibracion con Trolox y los



resultados fueron expresados en UM de equivalente de Trolox/L de muestra aplicando la

ecuacion y = 0.7704x - 2.3701 (R? = 0.9983).
2.8.2 Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

La capacidad antioxidante se la determin6 usando el método de reduccién de hierro
descrito por (Viteri et al., 2021). La solucion FRAP se la prepar6 en proporcion 10:1:1 (v/v/v)
mezclando buffer acetato 300 mM (pH 3,6), una solucion de TPTZ 10 mM que disolvio en
acido clorhidrico 40 mM y una solucion de cloruro férrico 20 mM. Se mezcld 20 pL de la
muestra con 180 pL de la solucion FRAP. Se incub6 en la oscuridad durante 20 minutos a
25°C. Luego, se midio la absorbancia a 600 nm (Cytation™ 5, BioTek). Se levanto la curva
de calibracién con Trolox, afiadiendo un blanco y los resultados se expresaron en UM de

equivalente de Trolox/L de muestra, aplicando la ecuacion y = 0.002x+0.0126 (R? = 0.9939)
2.8.3 Determinacion del contenido fendlico total (TPC)

Se determind usando el método de Folin-Ciocalteu descrito por (Pilozo et al., 2024,
Viteri et al., 2021). Se mezcl6 20 pL de la muestra con 100 pL del reactivo de FC (1:10 v/v)
y 80 pL de una solucion de Na2COs (7.5%). Esta solucidon se incub6 durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se midid la absorbancia de la soluciéon a 760 nm en un lector de
microplacas (Cytation™ 5, BioTek). Los resultados se expresaron como mg de cido gélico

equivalente/L de la muestra aplicando la ecuacion y = 0.0053x+0.0226 (R?=0.998).
2.9 Formulaciones de los biorecubrimientos comestibles

Para la elaboracion de este biorecubrimiento se utilizé el procedimiento propuesto por
(Balseca Pachar & Vargas Rumazo, 2024) con algunas modificaciones. Se prepar6 una
solucién de quitosano al 1.5 % (p/v) en acido acético al 1% (v/v), con agitacion constante
durante 5 horas a 40°C. Seguido, se afiadié 2 g de gelatina a la solucién preparada de

quitosano y se la dejo agitando durante 1 hora a 50°C. Luego, se afiadié 0.45 mL de glicerina



a la mezcla como plastificante con agitacion durante 15 minutos. Se ajustd la concentracién
del extracto de Sapindus saponaria e hidrolato de tomillo. Por ultimo, se desgasifico la

solucién mediante un bafio ultrasénico durante 15 minutos.
2.10 Evaluacion in vivo de los biorecubrimientos

La evaluacion in vivo se realizd aplicando los pasos propuestos por (Ali et al., 2013;
Bordoh et al., 2020) con modificaciones. Se selecciond pitahayas de tamafio y color
uniforme, sin ninguna deformidad o sintoma de enfermedad visible. Se necesit6 de 140 frutas
separadas en 5 grupos sin tratamiento, control negativo y positivo, con recubrimiento (con y
sin fitopatdgenos). Se lavo la fruta con hipoclorito de sodio (1%), se enjuagd con agua
purificada y se secé al aire a temperatura ambiente (25 + 2°C), exceptuando el grupo que no
lleva tratamiento. Se prepard una suspension de esporas vertiendo 5 mL de agua purificada en
un cultivo de C. musae y L. theobromae, y se raspé la superficie con una varilla de vidrio
estéril. La solucion se filtro, se centrifug6 durante 5 minutos a 4000 xg y se ajusto la solucion
a 10° esporas por mL utilizando un hemocitémetro Neubaur. EIl grupo con recubrimiento y
fitopatdgenos se inocularon sumergiéndolos durante 1 minuto en la suspension de esporas
preparadas (1x10° esporas/mL) y se dejo secar durante 5 horas. Luego se sumergio estos
grupos en las soluciones de recubrimiento durante 1 minuto. Se dejé secar al ambiente.
Fueron almacenadas en cartones de diez frutas sin separaciones a 20 + 2°C y 80 + 5% de HR

durante 28 dias.
2.11 Propiedades fisicas de la pitahaya

La pitahaya, es rica en vitaminas, antioxidantes y fibra. Medimos estos parametros
para evaluar la calidad, madurez y propiedades nutricionales de la pitahaya. Estos datos

aseguran su atractivo sensorial (sabor, color), beneficios para la salud (antioxidantes, fibra), y



aptitud para el consumo y procesamiento comercial (FAO Publications Catalogue 2023,

2023).
2.11.1 Pérdida de peso

El peso promedio indica tamafio y calidad del fruto. Frutos mas grandes son
comercialmente atractivos y suelen tener mas contenido comestible, agua y nutrientes,
mejorando su valor y rendimiento (Osuna Enciso et al., 2011). Para esto se midié la pérdida
de peso con la siguiente ecuacion, donde M, y My es el peso inicial y final de la fruta

respectivamente.

(Mo—Mp)

0

(%) Pérdida de peso = * 100 (2.5)

2.2.1 Color

Se detect6 mediante una caja colorimétrica casera compuesta de madera y luces LED
de color blanco para capturar imagenes con la camara de un teléfono inteligente. La
intensidad de los pixeles de las imagenes se convirtié en numeros para su cuantificacion
utilizando el software ImageJ para un ordenador personal (ABUGHRIN et al., 2022).
2.2.2 Incidencia de enfermedad

La incidencia de enfermedad (ID) muestra el porcentaje de como la fruta va
presentando sintomas en cada fitopatdgeno sobre el total nimero de frutas que se aplicaron el

método (Ali et al., 2013).

numero frutas infectadas en el tratamiento
ID = ! ! %100 (2.6)

numero total de frutas en el tratamiento

2.12 Herramientas de analisis estadisticos

Para las pruebas estadisticas se utilizaron Infostat y R, ya que al ser software de
analisis estadistico cubre con las necesidades elementales y permite una mejor interpretacion
de los resultados (Balzarini et al., 2008). Se aplico las siguientes pruebas estadisticas: test de

Shapiro-Wilk para la normalidad, ANOVA y Tukey, para la varianza y diferencias



significativas entre los métodos empleados en las pruebas realizadas. El nivel de significancia
utilizado fue P>0.05. Los datos empleados pasaron previamente por un tratamiento para

eliminar los méas aberrantes.



Capitulo 3



3. Resultados y Analisis
3.1 Rendimiento de los métodos de extraccién

En la Tabla 3.1y en la Figura 3.1 se observa que los rendimientos obtenidos en los
procesos de extraccion son considerablemente altos y muy similares entre si. Se verifico que
no hay diferencias significativas entre las medias de los métodos (P>0.05). Por lo tanto, no se

puede determinar cual es mejor. Debido a esto, se aplicaron las mismas pruebas a los

resultados de las actividades antifungicas.

Tabla 3.1

Resultados de los rendimientos de las extracciones y valores de otros autores

Hidroalcohélica asistida

Maceracion
por Ultrasonido
Método de
(Balseca Pachar & (Gasca
extraccion (Bezerra et al.,
Vargas Rumazo, etal.,
2021)
2024) 2020)
Rendimiento (%) 49.81+0.01 7.00 20.00 50.61+0.03 27.52+0.48
Figura 3.1

Rendimientos obtenidos de las réplicas del extracto de Sapindaceae en los métodos de

extraccion
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Nota. Las letras en minascula en comun segun la prueba de Tukey indican no hay diferencias
significativas (P>0.05)

El rendimiento de ambos métodos representa un incremento significativo. Se observo
una mejora de 7.11 veces en comparacion con lo reportado por (Balseca Pachar & Vargas
Rumazo, 2024). De manera similar, comparado con (Gasca et al., 2020) donde el aumento
fue de 2.49 veces, y finalmente, con lo reportado por (Bezerra et al., 2021), que fue 1.84
veces superior. Estas mejoras estan relacionadas con el estado inicial; en este caso el
Sapindaceae utilizado fue cosechado en estado maduro, sin defectos ni infecciones, y el
pretratamiento de la materia vegetal, influyendo en la accesibilidad de los compuestos de
interés. Ademas, el tamafio de la muestra y las condiciones a las que se someten durante los
procesos de extraccion (Benitez-Benitez et al., 2019). La agitacion, el calentamiento y el
ultrasonido son procesos que facilitan la ruptura de la barrera, permitiendo la liberacion méas
eficiente de los compuestos bioactivos responsables de la actividad antifingica. Ademas,

reducen el tiempo de extraccidn y el uso de recursos, optimizando el proceso.
3.2 Actividad antifungica in vitro

Mediante pruebas antifungicas in vitro se evalla la eficiencia del extracto y el residuo
para el control de los hongos enfermedades mas comunes en los cultivos. Ademas, se conoce
cuales son sus concentraciones minimas inhibitorias, fundamentales para la elaboracion del

bioproducto.
3.2.1 Extracto de Sapindaceae frente a Collectotrichum musae

Los resultados se obtuvieron después de siete dias de pruebas y se presentan en
porcentaje de inhibicidn. Para la evaluacion se aplicd la técnica de difusion en pozos de agar.

La adicion del extracto de Sapindaceae en los pozos como agente antiflngico a



concentraciones de 0.2, 1, 5y 10 mg/mL redujo el crecimiento micelial del Collectotrichum
musae como se muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2

Resultados de la inhibicidn del Sapindaceae frente Collectotrichum musae

Inhibicion (%)

Hidroalcohélica

Maceracion asistida por
Concentracion
Ultrasonido
(mg/mL)

(Balseca Pachar & (Gasca et

Vargas Rumazo, 2024)  al., 2020)
10 66.86 + 2.44 44,17 £0.29 - 54.80 +1.37
5 60.31 + 0.99 - - 51.27 +2.38
1 50.67 £ 1.30 - 31.51+£0.14 2.63+0.64
0,2 13.30 +1.83 - - 3.05+2.14

En la Figura 3.2, se muestra que el control positivo Tunic (0.05 % v/v) al ser un
fungicida comercial tuvo una inhibicion de 88.04 + 16.36 %, y el control negativo, al no
poseer antifingico no presento inhibicion. Se verifico que si hay diferencias significativas en
la efectividad antifingica de ambos métodos (P<0.05). Esto defini6 que el método de
maceracion obtuvo mejores resultados, debido a su mayor capacidad inhibitoria entorno a las
concentraciones.

Los resultados son congruentes con lo publicado en otros estudios para este mismo
extracto etanolico, donde los valores son favorables para este fitopatégeno. De acuerdo con
(Gasca et al., 2020) existe inhibicion del crecimiento micelial en concentraciones de 0.5y 1

mg/mL, y con (Balseca Pachar & Vargas Rumazo, 2024) en 4, 6, 8 y 10 mg/mL.



Comparando los resultados con los de la literatura se puede evidenciar que los porcentajes de
inhibicion obtenidos son mayores, afirmando con esto que los métodos de extraccion elegidos
son igual de eficientes para liberar los compuestos bioactivos. Las saponinas son los
metabolitos secundarios de la planta que le brindan ese potencial antifingico. Ademas, de
propiedades antinflamatorias, anticancerigenas y antivirales. Esto le permite protegerse de
ataques de hongos y le otorga la oportunidad de ser utilizado con fines farmacoldgicos,
alimentarios y cosméticos (Moghimipour & Handali, 2015). No se reportan datos de
inhibicion del crecimiento micelial (%) en los extractos hidroalcoholicos, lo cual hace
relevante el presente estudio.

Figura 3.2

Resultados de la actividad antifungica del extracto de Sapindaceae para el Collectotrichum

musae
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Nota. Las letras en minuscula segun la prueba de Tukey indican diferencias significativas

(P<0.05). Pruebas in vitro de los métodos y los controles en contra de la C. musae
3.2.2 Extracto de Sapindaceae frente a Lasiodiplodia theobromae

Los resultados se obtuvieron en tres dias y se presentan en porcentaje de crecimiento
micelial. La técnica aplicada fue la misma que para el otro fitopatdgeno. En la Tabla 3.3, se
observa que en comparacién a la evaluacion contra el Collectotrichum musae, la inhibicion
del crecimiento micelial de la Lasiodiplodia theobromae es muy pequefia para todas las

concentraciones.

Tabla 3.3
Resultados de la actividad antifingica de Sapindaceae en el crecimiento micelial de la

Lasiodiplodia theobromae

Crecimiento micelial (%)

Concentracion Maceracion Hidroalcohélica

(mg/mL) SS (Balseca Pachar & Vargas

Rumazo, 2024)

10 85.24 + 2.26 100.00 + 0.00 83.22+7.22
5 85.34+1.01 - 80.14 +1.80
1 87,43 +0.29 - 81.87 £7.10
0,2 92,41 +0.33 - 86.81 + 10.06

En la Figura 3.3, se muestra que el control positivo Tunic (0.05 % v/v) presentd un
crecimiento de 41.78 + 20.64 %, lo que demuestra que a pesar de ser un producto quimico no
tiene la suficiente capacidad inhibitoria y el negativo al no poseer antifungico un 96.00 +
19.39 %. Esto definio que las concentraciones evaluadas del extracto no son

considerablemente fuertes en la retencion del del crecimiento de este fitopatogeno. Esto



puede relacionarse a que los compuestos bioactivos no actan sobre el mecanismo de accion
que utiliza para crecer y desarrollarse.

Lo obtenido es similar a lo publicado por (Balseca Pachar & Vargas Rumazo, 2024),
quienes no presentaron inhibicidn en sus pruebas. La Lasiodiplodia theobromae es
considerado un hongo de alto riesgo, ya que desarrolla mecanismos de resistencia entorno a
una gran variedad de nuevos agentes antifungicos debido a su alta variabilidad genética
(Yang et al., 2021). La coloracién roja presentada en las pruebas depende de factores
genéticos y ambientales, la incidencia de la luz, humedad y temperatura (Krah & Schaefer,
2019). No se reportan datos de crecimiento micelial (%) en los extractos hidroalcohdlicos, lo

cual hace relevante el presente estudio.
Figura 3.3

Resultados de la actividad antifungica del Sapindaceae en Lasiodiplodia theobromae
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Nota. Pruebas in vitro de los métodos y los controles en contra de la L. theobromae

3.2.3 Residuo de Lamiaceae y orégano frente a Collectotrichum musae y Lasiodiplodia

theobromae

Los resultados se presentan en términos de porcentaje de inhibicion y se obtuvieron
en un periodo de siete dias para el Collectotrichum musae, y tres para la Lasiodiplodia
theobromae. La técnica aplicada para las pruebas fue difusion en pozos de agar. En la Tabla
3.4, se muestra que la adicion de una concentracion del 100% del residuo de Lamiaceae 2023
y orégano 2024 a los pozos no redujo considerablemente el crecimiento de ambos
fitopatdgenos. Por lo tanto, se procedio a aplicar la técnica de medio envenenado, pero en
este caso para el residuo de Lamiaceae 2022 y el residuo de Lamiaceae 2023. Se evaluaron
concentraciones del 20, 25 y 50 %. Estas presentaron altos porcentajes de inhibicion

controlando el crecimiento de ambos fitopatdgenos.
Tabla 3.4

Resultados de la actividad antifingica de los residuos frente a los fitopatogenos de estudio

Inhibicién (%)

LT CM
C
Residuos  Método (Duarte (Pilozo et al.,
(%)
Pasaguay et 2024)
al., 2022)

Lamiaceae

Difusion 3.81+1.85 - - 8.22+0.74
(17/5/23)

en pozos 100
Orégano

de agar 431174 - - 6.87 £1.71

(22/03/24)



Lamiaceae

- 100.00 + 0.00 - -
(01/06/22) 50
Medio
Lamiaceae 100.00 £ 0.00 - 100.00 +£ 0.00 100.00 = 0.00
envenena

(19/7/22) 79.23 £ 0.54 - 100.00 £ 0.00 59.33+1.49
do 25

Lamiaceae 100.00 = 0.00 - - 100.00 = 0.00

(07/05/24) 20 100.00 £0.00 - - 100.00 £ 0.00

Nota. C: Concentracion, LT: Lasiodiplodia theobromae y CM: Collectotrichum musae

Para la L. theobromae el control positivo Tunic (0.05 % v/v) inhibi6é un 89.61 + 7.38
% y el negativo un 1.82 + 24,24 %. Para el C. musae el control positivo Tunic (0.05% v/v)
tuvo un 100% de inhibicidn, al contrario del control negativo cuyo valor fue de 3.39 + 13.45
%, tal como se muestra en la Figura 3.4. Lo obtenido es similar a lo presentado por (Duarte
Pasaguay et al., 2022; Pilozo et al., 2024), quienes al 25 y 50 % de concentracion tuvieron un
100 % de inhibicion para la L. theobromae. Comparando las técnicas, el de difusion de pozos
de agar no es tan efectivo, debido a que limita la difusion de los residuos a traves del agar
conduciendo a una subestimacion de la actividad antifangica de estos residuos. Sin embargo,
la influencia del origen el material vegetal, condiciones de cultivo, métodos de obtencion, y
la intervencidn de compuestos externos pudieron afectar la eficiencia de la técnica.

En las Figuras 3.4 y 3.5, se visualiza que el medio envenenado tiene inhibiciones
superiores, esto puede deberse a una mayor sensibilidad, precision y a que sea util en
microorganismos dificiles de cultivar. A la cantidad de componentes de timol y carvacrol que
le dan esa capacidad de deteriorar la membrana celular del hongo, prevenir su crecimiento y
germinacién de esporas. Aumentando su actividad antioxidante, resistencia a patégenos y

reduciendo la degradacion fisioldgica (Vilaplana et al., 2018).



Figura 3.4

Resultados obtenidos de los residuos en la Lasiodiplodia theobromae
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Figura 3.5

Resultados de la actividad antifungica de los residuos en el Collectotrichum musae
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3.3 Disefio de mezcla
3.3.1 Actividad antifungica de las muestras y formula éptima

Los resultados se obtuvieron de la evaluacion frente a la Lasiodiplodia theobromae
durante tres dias. En la Tabla 3.5, se presenta un promedio de la inhibicién de las
combinaciones derivadas del disefio aplicado, las cuales son altas. Estos valoren fueron
tratados por el software R con el uso del pagquete rsm (Response Surface Methodology) y la
aplicacion de varios modelos. Esto determiné que el modelo de segundo orden con

interaccion tenia mayor ajuste.

Tabla 3.5
Porcentajes de inhibicion de las combinaciones proporcionadas por el disefio central

compuesto

Lasiodiplodia theobromae

Muestra Promedio de Inhibicion (%)
A 91.13+5.80
B 84.75+2.15
C 85.70 £ 2.43
D 100.00 + 0.00
E 95.73 + 6.03
F 77.44 + 3.35
G 97.71+£4.70
H 100.00 + 0.00
| 89.84 + 4.64

En la Figura 3.6, se observa que si hay significancia de las variables lineales,

cuadréticas y de interaccion en el modelo. Esto nos indica que el punto éptimo se encuentra



dentro del disefio experimental. El andlisis de varianza, el R-cuadrado multiple y ajustado, y
el p-value sugiere que el modelo de regresion tiene un buen ajuste. Por lo tanto, los factores
considerados son relevantes para comprender las variaciones que hay en la variable
dependiente. Este modelo nos proporciond un punto estacionario de superficie de respuesta
presente en la Figura 3.7 que representa la combinacion 6ptima que proporciona el maximo
resultado.

Esto se lo comprobd con la actividad antifingica presentada frente a los fitopatdgenos
de estudio Collectotrichum musae y Lasiodiplodia theobromae, tal como se muestra en la
Tabla 3.6. En relacion, con otras combinaciones aplicadas como agentes antifungicos al
control de forma conjunta o individual de ambos fitopatégenos, la mezcla obtenida sigue
siendo igual de eficiente y beneficiosa. La ecuacion 3.1 representa la funcion del modelo

obtenido.
0 =6.2709 + 6.867x — 0.13630x2% + 180.07y — 1247.9y2 + 2.6256xy (3.1)

Figura 3.6

Estadisticos obtenidos de los resultados de las pruebas en R

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 6.2709e+00 7.0845e+00 0.8851 @.37664

HD 6.7267e+00 6.1595e-01 19.9209 < 2.2e-16 ***
EXT 1.8007e+02 4.2423e+01 4.2446 2.759e-05 ***
HD: EXT 2.6256e+00 1.4882e+00 1.7643  0.07849 .

HD*2 -1.3630e-01 1.4885e-82 -9.1573 < 2.2e-16 ***
EXT"2 -1.2479e+03 1.4885e+02 -8.3841 1.023e-15 ***

Signif. codes: @ f**%' g @Al **' @.a1l ¥’ @.@5 .7 0.1 ¢’ 1

Multiple R-squared: ©.7196, Adjusted R-squared: @.7159
F-statistic: 194 on 5 and 378 DF, p-value: < 2.2e-16



Figura 3.7

Superficie de respuesta del modelo de potencial antifingico
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Tabla 3.6

Actividad antifingica de la combinacion éptima frente a los fitopatdgenos de estudio

Inhibicion (%)
Lasiodiplodia
Collectotrichum musae
theobromae
Combinacién 6ptima 100.00 = 0.00 100.00 + 0.00
SCKUL yeast (Tongsri et
43.38 40.00
al., 2022)
BHA-Imazalil (Khan et al.,
96.00
2008)
Biol 20% y 10 % (Pizarro
- 100.0 £ 0.00
etal., 2023)




3.4 Perfil antioxidante

Se aplicaron tres métodos para obtener el perfil antioxidante de la combinacion
Optima, como se observa en la Tabla 3.7. Los valores obtenidos son diferentes debido a las
suposiciones y limitaciones de cada método. Sin embargo, se puede evidenciar que hay
presencia de inhibicion del radical DPPH-, lo cual se verifico con la disminucion de la
absorbancia que presentd la mezcla. Asi mismo, posee capacidad reductora de un agente
oxidante (Fe*®) a su forma reducida (Fe*?), debido el aumento de la absorbancia de la mezcla.
Ademas, tiene muchos compuestos fendlicos en su composicion, que son un grupo
importante de moléculas con potentes propiedades antioxidantes.

Se debe considerar lo siguiente, una mezcla con una alta capacidad reductora, asi
como una alta concentracion de fenoles totales no necesariamente tendré alta actividad
antioxidante, y viceversa. Esto ocurre, ya que no todos los compuestos fenoélicos tienen la

misma capacidad antioxidante.

Tabla 3.7

Perfil antioxidante de la combinacion éptima obtenida

DPPH FRAP TPC
Inhibicion (%) UMEQT/L UMEQT/L mgEgAG/L
39.64 +£0.29 54.53 £ 0.37 176.98 + 3.25 100.50 £ 4.74

3.5 Pruebas in vivo
3.5.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso en el periodo postcosecha de las frutas es uno de los parametros de
evaluacion relacionados con la calidad. Esta pérdida se produce debido a los diferenciales de

presion de vapor, los recubrimientos tienden a mantener la calidad de la fruta ya que retienen



una mayor cantidad agua (Ali et al., 2013). En la Figura 3.8, se muestra que hay un aumento
en la pérdida de peso en los tratamientos aplicados en la pitahaya amarilla. Sin embargo,
existe una diferencia significativa (P<0.05) especificamente del control negativo con respecto
a los biorecubrimientos y al control positivo. En el dia 28, la pérdida de peso para el
biorecubrimiento con extracto y residuo fue de 13.35 + 6.33 %, para el control positivo de
10.54 + 4.34 %, para el biorecubrimiento sin extracto y residuo de 12.25 £ 4.57 %, y el sin
tratamiento de 12.43 + 6.86 %. Estos tratamientos se comportaron de manera similar entre si.
Esto no ocurrid con el control negativo, ya que tuvo una pérdida de peso de 27.97 +17.32 %
siendo el mas elevado entre todos.

El biorecubrimiento con extracto y residuo ayudé a retrasar en un 52.27 + 63.45 % la
pérdida de humedad en la fruta en relacion con la expuesta directamente con los
fitopatdgenos. Esto se debe a que forma una barrera que impide el paso de las moléculas de
agua, evitando la descomposicion de fibra, compuestos orgénicos, la pérdida de vitaminas, y
minerales. Por lo tanto, lo convierte en una nueva alternativa que beneficia la conservacion de
la fruta por un tiempo prolongado y reduce el uso de antifungicos comerciales en la
postcosecha. En la Tabla 3.8, se muestra que el quitosano se vuelve un protector de la fruta.
Sin embargo, su concentracion en la matriz del biorecubrimiento tiene gran relevancia para la

obtencion de una menor cantidad de pérdida de peso.

Tabla 3.8

Porcentajes de pérdida de peso en otros biorecubrimientos

Fuente Pérdida de peso
Quitosano convencional al 1% (Ali et al., 2013) 15.4 %
Quitosano 4% (Cheah et al., 2013) 1%
Quitosano 1.5% (Nguyen et al., 2021) 4%

Quitosano 1% (Ali etal., 2011) 6%




Figura 3.8

% Pérdida de peso de la pitahaya en los diferentes tratamientos
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Nota. A) #1 Sin tratamiento, #2 Control negativo, #3 Control Positivo, #4 Biorecubrimiento
con extracto y residuo, #5 Biorecubrimiento sin extracto y residuo. B) Las letras en

minuscula segun la prueba de Tukey indican diferencias significativas (P<0.05).
3.5.2 Color

En este parametro los RGB permite evaluar la calidad y madurez de la fruta como un
indicador visual del estado (Restrepo et al., 2023) determinando su intensidad al paso del
tiempo 28 dias. En la Figura 3.9, se observa el cambio de la intensidad del color en el canal
rojo, este disminuye en el transcurso de los dias en los diversos tratamientos aplicados. El
control negativo muestra una reduccion mucho mas pronunciada en la intensidad en
comparacion con los otros tratamientos. Este experimenta una rapida pérdida de color entre
los dias 14 y 21, lo que sugiere que podria estar madurando o deteriorandose mas
rapidamente que los demas. Esto se refleja en su velocidad maduracion de 32.05 RGB/dia,

siendo la mas alta. Por otro lado, el biorecubrimiento con extracto y residuo muestra una



disminucion mas gradual y uniforme, indicando una tasa de maduracién o degradacién mas
lenta y controlada, con una velocidad de maduracion de 24.81 RGB/dia. Este tiene un
comportamiento similar tanto con el control positivo como con el biorecubrimiento sin
extracto y residuo.

El biorecubrimiento con extracto y residuo reduce la pérdida de intensidad de color en
un 22.59 %, Por lo tanto, es una alternativa de sustitucion de los antifangicos comerciales,
proporcionando consigo seguridad alimentaria e innovacion en el mercado. Si se compara
con la literatura segun (Cox et al., 2004) estos parametros de color dependen principalmente
del grado de madurez de las frutas durante el momento de corte y del periodo de
almacenamiento. Por lo tanto, varia dependiendo a cada individuo. Respecto a la calidad, una
disminucion mas gradual en la intensidad del color indica que la fruta se conserva mejor
durante un periodo mas extenso. En cambio, la rapida pérdida de color se relaciona con una
vida util mas corta afectando directamente a la calidad, sabor y propiedades que posee el
fruto.

Figura 3.9

Resultados de los cambios de color medidos por RGB en los diferentes tratamientos
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Nota. A) #1 Sin tratamiento, #2 Control negativo, #3 Control Positivo, #4 Biorecubrimiento

con extracto y residuo, #5 Biorecubrimiento sin extracto y residuo.
3.5.3 Incidencia de la enfermedad

Este parametro permitié evaluar cobmo afectan las enfermedades en la cantidad y
calidad de la fruta, y en su produccién. Ademas, se pudo determinar la eficacia de los
tratamientos aplicados en este ensayo. En la Figura 3.10, se muestra que si hay diferencias
significativas (P<0,05) entre los tratamientos. El biorecubrimiento sin extracto y residuo al
dia 28 present6 un 50.00 + 0.50 % de incidencia de la enfermedad, esto se puede relacionar a
gue en su matriz esta como componente la gelatina. La propagacion de los fitopatdégenos se
realiza mediante PDA, un medio de cultivo utilizado compuesto por agar, esto lo convierte en
un solido gelatinoso que permite el crecimiento de los microorganismos. Por esto, al aplicar
el biorecubrimiento sin ninguna mezcla, la gelatina puede que sea el medio que propicia el
crecimiento rapido de los fitopatégenos inoculados. Al afiadirle la mezcla dptima con
potencial antifungico al biorecubrimiento disminuye la incidencia en un 41.67 + 0.00 % en la
fruta, en comparacion con el control negativo.

En la Tabla 3.9, se muestra como el uso del quitosano en biopeliculas destinadas a la
proteccion de alimentos tiene un peso importante en la conservacion y retraso de
enfermedades postcosechas. Sin embargo, necesitan de otro componente para potenciar el
producto y conservar el alimento durante un tiempo mas prolongado. Por lo que, este
producto muestra ser efectivo para el control de plagas y se considera adecuado para su uso
en las pitahayas. Debido a que es un producto con componentes naturales seguro para el
consumo humano.

En el caso del Tunic aplicado como fungicida esta clasificado en la categoria

toxicologica 11 por su ingrediente activo el difenoconazole, siendo ligeramente peligroso



(Maldonado Ontaneda, 2015). Esto fortalece el reemplazo de los agroquimicos por
biorecubrimientos naturales ya que proporciona una ventaja significativa en la reduccion de
los residuos en los alimentos. Por lo tanto, reduce las intoxicaciones severas causantes de

diversas enfermedades en el ser humano.

Tabla 3.9

Porcentajes de incidencia de la enfermedad en otros biorecubrimientos

Fuente Incidencia de la enfermedad
Quitosano convencional 1% (Ali et al., 2013) 93.45%
Quitosano 4% (Cheah et al., 2013) 28%
Quitosano 1.5% (Nguyen et al., 2021) 92.5%
Quitosano 1% (Ali et al., 2011) 49.9%

Figura 3.10

Incidencia de la enfermedad en los tratamientos en la pitahaya
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3.6 Analisis de Costos

Los métodos de extraccidn aplicados fueron comparados en términos de rendimiento
y evaluacion de su actividad antifungica, pero a partir de costos de produccion también se
puede valorar cual es el mas eficiente. En la Tabla 3.10, se muestra los valores aproximados
de costos tomando en cuenta la materia primay el gasto energético de los equipos para la
obtencion de 100 mL de extracto. Ademas, se conoce que su precio comercial por esta
cantidad es de $11.94, comparandolo con los precios de obtencion de ambos procesos de
extraccion permite un ahorro monetario significativo del 47.15% al 68.34%. Por lo que, la
aplicacion de estas metodologias es rentable, ratificando que el método de maceracion al ser
el menos costoso favorece el proceso de desarrollo del bioproducto. Esto debido, a que

disminuye los costos de produccion del biorecubrimiento y el precio de venta.

Tabla 3.10

Costos de produccién de los extractos por método

Insumos Precio
Extraccion Hidroalcohdlica asistida por ultrasonido
Materia vegetal (80 g) $0.48 $0.48
Etanol (mL) $1.56 $0.78
Agua (mL) - $0.00008
Costos energéticos (kW/h) $1.74 $5.05
Total, por método $3.78 $6.31
Total/mL $0.04 $0.06
Extracto comercial/100mL $11.94

El residuo agroindustrial de tomillo fue donado por el laboratorio del CIBE para sus

respectivas pruebas antifungicas, pero al ser conservado por dos afios se obtuvo uno nuevo



mediante la destilacion por arrastre de vapor. Los costos de produccion de aproximadamente
1.5 L de este componente se muestran en la Tabla 3.11. El hidrolato de tomillo fresco
contiene una mayor cantidad de compuestos bioactivos que favorecen el control de
fitopatdgenos. También se conoce que su valor comercial es de $15.70, comparandolo con las

técnicas aplicadas favorecen al proceso y permiten un ahorro monetario del 67.39%.

Tabla 3.1111

Costos de obtencion del residuo de Lamiaceae

Insumos Precio
Materia vegetal (7 Lb) $7.50
Agua (10 L) $0.004
Costos gas (kg/h) $0.18
Total $7.68

Total/L $5.12
Hidrolato comercial/L $15.70

Los costos de produccion del biorecubrimiento dependen de la materia prima, el
consumo energético, el extracto y residuo, y de los recipientes de almacenamiento. En la
Tabla 3.12, se muestra en detalle el costo de cada uno de los ingredientes, materiales y
equipos utilizados para la obtencion de 1L del biorecubrimiento. Los precios varian uno con
el otro, por la adicion de la mezcla éptima en su matriz. Ademas, el porcentaje de ganancias
del producto es importante para visualizar la recuperacion temprana de la inversion.
Comparado con precios de antifungicos comerciales y tratamientos de temperatura resultaria

mas rentable para el productor el uso de este bioproducto.

Tabla 3.12

Costos asociados a la elaboracion de un 1L de biorecubrimiento



Precio (L)

Costos asociados Biorecubrimiento sin Biorecubrimiento con
extracto y residuo extracto y residuo
Costo acido acético $0.24 $0.24
Costo agua destilada $0.25 $0.18
Costo quitosano $4.5 $4.5
Costo gelatina $0.5 $0.5
Costo glicerina $0.02 $0.02
Costo materia prima utilizada $5.51 $5.44
Costo energético agitador pequefio $0.40 $0.40
Costo energético bafio ultrasénico $0.01 $0.01
Costo energético total $0,41 $0,41
Costo del residuo - $1.32
Costo del extracto - $0.09
Costo de la mezcla - $1.41
Costo total del biorecubrimiento $5,92 $7.26
Costo del envase $0.50 $0.50
Costo de 1L de biorecubrimiento
$6.42 $7.76
con envase
Costo total del biorecubrimiento con
$8.34 $10.08

ganancia del 30%



Capitulo 4



4. Conclusiones y Recomendaciones
4.1 Conclusiones

o Se formuld un biorecubrimiento con componentes naturales, integrando en su matriz
el extracto de Sapindaceae y el residuo de Lamiaceae con el fin de potenciar su barrera de

proteccion. Se verificé in vitro la capacidad inhibitoria de méas del 50% para el Sapindaceae y del

100% para el Lamiaceae frente a los fitopatdgenos Collectotrichum musae y Lasiodiplodia
theobromae. Las pruebas in vivo comprobaron que la mezcla optimizada ayuda a conservar el
fruto, retardando el deterioro de sus propiedades como la pérdida de peso, color e incidencia
de la enfermedad en el periodo postcosecha.

o Los métodos de extraccion utilizados fueron igual de efectivos para incrementar el
rendimiento del proceso, se obtuvo un 49.81 + 0.01 % para la maceracion y un 50.61 + 0.03
% para el hidroalcohdlico asistido por ultrasonido Se determind mediante pruebas in vitro
que los extractos elaborados por maceracidn presentan una mayor capacidad antifungica en
comparacion con los obtenidos por el proceso hidroalcohdlico asistido por ultrasonido. Este
presentd una inhibicion del crecimiento micelial del Collectotrichum musae de mas del 50%
en tres de las concentraciones evaluadas. Considerando a este método como es el mas

beneficioso para la elaboracion del biorecubrimiento.

o Se aplico la metodologia de superficie de respuesta basado en el disefio central
compuesto, para ello se evaluaron individualmente los componentes y se obtuvieron sus
concentraciones minimas inhibitorias. Para el extracto de Sapindaceae fue de 1 mg/mL y para
el residuo de Lamiaceae un 20% en concentracion. Las combinaciones derivadas del disefio
central compuesto permitieron obtener los resultados que mediante el uso de paquetes
estadisticos de superficie de respuesta mostraron la mezcla 6ptima de los componentes

evaluados que inhibe el 100% del crecimiento micelial de ambos fitopatogenos. Ademas de



potenciarse uno con el otro, le proporciona un perfil antioxidante interesante que sostiene a
esta mezcla como un prospecto de bioinsumo.

o El biorecubrimiento con mezcla (extracto y residuo), redujo la péerdida de peso en un
52.27 + 63.45 %, la maduracidn de la fruta en relacion al color en un 22.59 + 0.00 % y la
incidencia de la enfermedad en un 41.67 + 0.00 % con respecto al control negativo donde la
fruta estd expuesta a lo fitopatdgenos sin ningun tipo de conservante. El biorecubrimiento
es efectivo para la preservacion de esta fruta, aportandole un valor agregado al mismo y
contribuyendo a la conservacion del ambiente. Este tiene un comportamiento similar que el
control positivo, lo que le convierte en una alternativa de reemplazo de agroquimicos en los

sistemas agricolas.
4.2 Recomendaciones

o Explorar la incorporacion de nuevos agentes bioactivos naturales, como extractos de
plantas locales o subproductos agroindustriales, que puedan mejorar las propiedades
antifungicas y antioxidantes del biorecubrimiento. Este enfoque puede incluir la evaluacion
de la sinergia entre diferentes extractos y su efecto en la estabilidad del biorecubrimiento.

o Integracion del biorecubrimiento con otros métodos de conservacion, como el uso de
refrigeracion controlada, para potenciar los efectos preservantes. La combinacién de
tecnologias puede ser evaluada para optimizar la conservacion de la calidad de la pitahaya
durante el transporte y almacenamiento prolongado.

o Realizar un anélisis detallado para evaluar como el biorecubrimiento influye en las
caracteristicas percibidas de la pitahaya, como el sabor, aroma, textura y apariencia. Este
analisis debe ser complementado con estudios de almacenamiento para entender el impacto
del recubrimiento en la percepcion del producto y su aceptacion por parte del consumidor

final.



o Realizar pruebas fisicoquimicas como la acidez titulable y solidos solubles que son
pardmetros importantes que determinan la madurez de la fruta y permiten evaluar la eficacia
de los productos destinados a la preservacion de las propiedades. Esto ligado a la calidad y la

comercializacion internacional.
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Apéndice A



PROTOCOLO DE EXTRACCION

MATERIALES
Reactivos
Etanol al 100% Quitosano Biorecubrimiento
Pericarpio del Jaboncillo Gelatina 140 pitahaya
i " Hipoclorito de sodio
0
Acido acetico al 1% v/v al 1%
DMSO Pesticidas
Agua destilada
Agua purificada
Equipos
Extraccion Biorecubrimiento In vivo
Agitador orbital Agitador orbital pHchimetro
Balanza analitica Agtador orb_ltal con Refractometro
calentamiento
Molino Balanza analitica Balanza
Estufa Procesador de
Desecador liquido
Rotavapor quidos
Instrumentos
Balones base plana de 250 mL Strech Film Cartones
Vasos de

Embudo de vidrio

Frascos ambar de 35 mL

precipitacion

Papel filtro

Placas Petri de 9 cm

Probeta de 100 mL

Matraces volumnétricos

Botellas plasticas

PREPARACION DE EXTRACTOS

1. Mezclar en un bal6n 20 g del pericarpio del Sapindus saponaria con 120 mL de etanol

al 100%.

2. Agitar la mezcla de manera continua durante 72 horas a temperatura ambiente a 110

RPM

3. Filtrar por gravedad con papel filtro la solucion obtenida de la maceracion




4. Rotaevaporar la solucion a 50°C y 120 RPM para recuperar el solvente de extraccion,
utilizar la trampa clevenger en esta estacion
5. Diluir el extracto rotaevaporado con etanol y DMSO al 30%.

6. Almacenar los extractos purificado en frascos ambar de 35 mL a 4°C

PROTOCOLO DE PREPARACION DEL BIORECUBRIMIENTO
1. Mezclar 10 mL de &cido acético en 1L de agua destilada
2. Afadir 15 g de quitosano alimenticio en la solucion, agitar la solucién durante 5 horas
as50°C
3. Afadir 20 g de gelatina a la solucidn, agitar durante 1 hora a 50°C
4. Anadir 4.5 mL de glicerina. Agitar durante 30 minutos sin calentamiento
5. Ajustar la concentracion de la combinacién optima
6. Desgasificar la solucion durante 30 minutos

7. Envasar en botellas

PROTOCOLO DEL USO DEL CODIGO DE PYTHON DE RGB
Objetivo: Obtener los valores RGB de imagenes centradas y recortadas manualmente para
garantizar la uniformidad en el analisis.

Materiales Necesarios:

o Computadora con acceso a Google Colab (o un entorno Python compatible con

OpenCV, NumPy, Pandas y la libreria files de Google Colab).



o Imagenes previamente centradas y recortadas manualmente, guardadas en formato

PNG o JPEG.

o Conexion a Internet (para subir las iméagenes y descargar los resultados).

Software Requerido:

e Python 3.x

o Librerias: cv2 (OpenCV), numpy, pandas, os, files (si se usa Google Colab)

Procedimiento:

1. Preparacion de las Imagenes:

Asegurate de que todas las imagenes estén centradas y recortadas manualmente para
que tengan las mismas dimensiones y el objeto de interés esté bien posicionado en el

centro.

2. Subida de Imagenes:

Si estés utilizando Google Colab, ejecuta el bloque de cddigo para subir las iméagenes.
Asegurate de que las iméagenes estén en un formato compatible (.png, .jpg). Las

imagenes se almacenaran en una carpeta temporal dentro del entorno de ejecucion.

3. Ejecucion del Cdédigo:

Utiliza el siguiente cddigo para leer los valores RGB de las imagenes y guardarlos en

un archivo Excel. Primero instalar las librerias correspondientes.

Ipip install pillow pandas openpyxI




Ahora utilizar el siguiente codigo:

from PIL import Image
from google.colab import files

import pandas as pd

get specific rgb values (image path) :

Image.open (image path)

img.convert ("RGB")

width, height = img.size

center x, center y = width // 2, height // 2

points = [
(center x, center y),

(center x, max(center y - 50, 0)),

(center x, min(center y + 50, height - 1))




rgb values = {point: img.getpixel (point) for point in points}

return rgb values

num groups = int (input (";Cuantos grupos de imagenes quieres procesar?

H))

for group in range(l, num groups + 1):
print (f"Sube las im&genes para el grupo {group}")

uploaded = files.upload()

for image name in uploaded.keys() :
rgb values = get specific rgb values (image name)
for point, rgb in rgb values.items () :

data.append([image name, point, rgb[0], rgb[l], rgb[2]])

pd.DataFrame (data, columns=["Imagen", "Punto", "R", "G",




all_data [ ”GI’UPQ {group} u] _

output excel path = '/content/valores
with pd.ExcelWriter (output excel path, engine='openpyxl') as writer:

for sheet name, df in all data.items () :

df.to excel (writer, sheet name=sheet name, index=

files.download (output excel path)

4. Modificacion de los Puntos de Muestra:

Para cambiar los puntos donde se toman las muestras, puedes modificar la linea donde

se define la variable positions dentro de la funcion read_rgb_values.

La linea positions = [center_y - 50, center_y, center_y + 50] determina que las
muestras se tomen 50 pixeles arriba, justo en el centro, y 50 pixeles abajo del centro
de la imagen. Puedes ajustar estos valores para cambiar las posiciones verticales de

las muestras, o incluso afiadir mas puntos de muestra si lo deseas.

5. Almacenamiento de los Resultados:

Los valores RGB obtenidos se guardaran en un archivo Excel (rgb_values.xIsx) con
tres hojas separadas, cada una correspondiente a uno de los canales de color (rojo,

verde y azul). Descarga el archivo Excel generado desde el entorno de ejecucion.



Anexos



Proceso de maceracién para la obtencién del extracto de Sapindaceae

X e




Proceso de estudio in vitro e in vivo:
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